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plantarum，Lb. rhamnosus などの Lactobacillus 属
乳酸菌が多い7)。また，タンパク質分解作用が強い





































径 90 mm）にて作製した MRS 寒天培地及び
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した P-RSM 培地ならびに RSM 培地に⚒％のカザ
ミノ酸（Bacto Casamino Acids，BD社）を添加した
C-RSM 培地に前培養液を 0.1％量添加して 24 時間
静置培養し，これを本培養とした。本培養期間中経








た菌体に 1.2％ TritonX-100 及び 20 mg/ml のリゾ
チーム（和光純薬工業株式会社）を含む TE buffer
（10 mM トリス塩基，1 mM EDTA，pH8.0）を
180 l 加え，ボルテックスにてよく混濁した後，37℃
のウォーターバスで 30 分間静置した。このリゾ













静置後，残存液の 1/10 量の 3M 酢酸ナトリウム
（pH5.2）を加え，さらに 2.5 倍量の 99.5％エタノー
ルを加え，ボルテックスにてよく撹拌した後，－







チューブにTE buffer を 22 l 加え，精製鋳型DNA
抽出液とした。
（2）PCR を用いた 16S rRNA 遺伝子領域の増幅と
生成産物の精製
BIOTAQ DNA Polymerase（BIOLINE 社）を用
い，Taq Polymerase（5 U/ml），プライマーDNA（100
pM），鋳型DNA（37.5 ng）を含む 50 l の反応液に




Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus JCM1002T
Lactobacillus gasseri JCM1131T
Lactobacillus helveticus JCM1120T
Lactobacillus paracasei subsp. paracasei JCM8130T
Lactobacillus rhamnosus JCM1136T
Lactococcus lactis subsp. lactis JCM5805T
Leuconostoc lactis JCM6123T
Leuconostoc mesenteroides subsp. dextranicum JCM9700T








30 サイクル繰り返した。最後に 72℃で 10 分処理し
た後，冷却（⚔℃）した。得られた PCR 産物は
QIAquick PCR Purification Kit（QIAGEN社）にて
精製した。
（3）16S rRNA遺伝子配列の解析
得られた PCR 産物の DNA 配列の解析には表⚒
に示した⚕つのプライマーを使用した。配列解析は
株式会社ファスマックシーケンスサービスに依頼






表⚑に示した市販乳酸菌 12 株を RSM，P-RSM
および C-RSM 培地にて 24 時間静置培養を行なっ
た。培養 10 時間目および 24 時間目における pHを
測定し，培養開始時からの pH より引いた pH 低下
度を表⚓に示した。
Lactococcus 属および Leuconostoc 属乳酸菌計⚔
株は培養 10 時間目において，RSM 培地における
pH 低下度よりも P-RSM および C-RSM 培地におけ
る pH低下度が顕著に大きかった。これらの菌株の




Lb. paracasei JCM8130T と Lb. acidphillus
JCM1132T の P-RSM における培養 10 時間目の pH









27f f 8～27 AGA GTT TGA TCC TGG CTC AG （11)＊3
1492r r 1492～1510 GGC TAC CTT GTT ACG ACT T （11)
V3f f 341～357 CCT ACG GGA GGC AGC AG （12)
U968-f f 968～984 AAC GCG AAG AAC CTT AC （13)
L-1401-r r 1401～1417 GCG TGT GTA CAA GAC CG （13)
＊ 1 f，forward；r，reverse。
＊ 2 大腸菌における位置。




培養 10 時間目 培養 24 時間目
RSM P-RSM C-RSM RSM P-RSM C-RSM
Lb acidophilus JCM1132T 0.93 1.15 0.80 2.35 2.53 2.10
Lb casei JCM1134T 2.46 2.58 2.58 3.25 3.08 3.18
Lb bulgaricus JCM1002T 1.30 0.98 0.86 3.07 2.78 2.95
Lb gasseri JCM1131T 2.60 2.68 2.64 3.23 3.13 3.18
Lb helveticus JCM1120T 2.64 2.59 2.71 3.31 3.04 3.21
Lb paracasei JCM8130T 0.88 1.52 0.96 3.03 2.97 3.10
Lb rhamnosus JCM1136T 1.41 1.38 1.41 3.04 2.89 3.06
Lc. lactis JCM5805T 0.44 1.19 0.83 1.21 2.47 2.03
Leu. lactis JCM6123T 0.82 1.17 1.34 3.12 3.36 3.19
Leu. mesenteroides JCM9700T 0.47 1.28 1.03 1.59 2.52 2.21
Leu. mesenteroides JCM6124T 0.66 1.54 1.26 1.29 2.43 2.18
St. thermophilus IFO13957 3.26 3.25 3.16 3.86 3.75 3.76
＊ 1，一部菌株名を省略した。詳細は表 1を参照のこと。
＊ 2，培養開始時の培地の pH より培養 10 時間目および 24 時間目における pH を引いた値。RSM は還元脱脂粉乳培地，P-RSM
は 2％ペプトン添加RSM培地，C-RSMは 2％カザミノ酸添加RSM培地。
低下度は RSM 培地と比べてやや大きかった。ま
た，Lb. bulgaricus JCM1002Tの RSM 培地での低下
度は他の⚒つの培地よりも大きかったが，これら以
外の Lactobacillus 属⚔株と St. thermophilus の計
⚕株においては，⚓種の培地における pH低下度に
大きな差は認められなかった。また，これら⚘株は















言われている MRS 寒天培地および Rogosa 寒天培
地を用いて生乳より分離後保存した菌株数はそれぞ









性を培養 10 時間目の pH を培養開始時の pH から
引いた pH低下度を RSM-pH 低下度10 とし⚔段階に
分けて判断した。さらに，C-RSM 培地における培
養 10 時間目の pH低下度（C-RSM-pH 低下度10）か





今回，表⚒で示したように培養 24 時間目で RSM
培地と C-RSM 培地で大差なく生育が見られた菌株
の中で，培養 10 時間目でのRSM培地での pH低下
度が最も小さかった Lb. paracasei で 0.88 であった
ことから，RSM培地における pH低下度の選抜基準
値を 0.80 以上と設定した。また，培養時間は pH
低下度が識別できる値として得られる培養 10 時間
目とした。RSM 培地における pH 低下度が 0.8 以
上あったものは MRS 寒天培地分離株で 463 株中
227 株あった。このうち 1.2 以上の pH 低下度を示
したものは 123 株あった。一方，Rogosa 寒天培地
分離株では pH 低下度が 0.8 以上示したものは 196




低下度10＞－0.1）は MRS 寒天培地分離株では 227







46 株の内訳は Lactobacillus 属と推定されたもの
が 29 株，Enterococcus 属と推定されたものが⚖株，




30℃で分離した 13 株中⚗株，45℃で分離した 17 株
中 16 株は Lactobacillus 属乳酸菌であった。
Lactobacillus 属が推定菌種として得られた 29 株
のうちLb. casei，Lb. paracasei または Lb. rhamno-
sus とされたものが 25 株，Lb. helveticus または Lb.
gallinariumとされたものが⚔株あった。
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表 4 生乳からMRS寒天培地およびRogosa 寒天培地を用いて分離した菌株数
分離培地
分離保存菌株数
15℃ 30℃ 45℃ 計
MRS寒天培地 145 200 118 463
Rogosa 寒天培地 8 117 71 196
















12 栃 原 孝 志・他 13カゼイン分解物添加RSM培地を利用した生乳由来乳酸菌の分離










A＜0.4 0.4≦A＜0.8 0.8≦A＜1.2 1.2≦A
15℃ B≧ 0.3 0 5 3 1 9 143
0.3＞B≧0.1 2 6 3 1 12
0.1＞B≧－0.1 9 28 6 3 46
－0.1＞B 1 18 21 36 76
小計 12 57 33 41
30℃ B≧ 0.3 5 11 4 1 21 200
0.3＞B≧0.1 7 11 9 4 31
0.1＞B≧－0.1 31 15 7 8 61
－0.1＞B 0 24 37 26 87
小計 43 61 57 39
45℃ B≧ 0.3 0 12 2 2 16 118
0.3＞B≧0.1 0 4 1 5 10
0.1＞B≧－0.1 0 14 5 14 33
－0.1＞B 0 33 6 19 59
小計 0 63 14 43
＊ 1，RSM培地における培養 10 時間目の pH低下度（培養 10 時間目の pHを培養開始時の pHから引いた値）。
＊ 2，C-RSM培地における培養 10 時間目の pH低下度からRSM培地における培養 10 時間目の pH低下度を引いた値。










A＜0.4 0.4≦A＜0.8 0.8≦A＜1.2 1.2≦A
15℃ B≧0.3 0 1 0 0 1 8
0.3＞B≧0.1 0 0 0 0 0
0.1＞B≧－0.1 3 1 0 0 4
－0.1＞B 0 2 0 1 3
小計 3 4 0 1
30℃ B≧0.3 1 1 1 0 3 117
0.3＞B≧0.1 1 0 0 0 1
0.1＞B≧－0.1 57 15 2 0 74
－0.1＞B 5 19 11 4 39
小計 64 35 14 4
45℃ B≧0.3 0 0 0 0 0 71
0.3＞B≧0.1 0 0 0 0 0
0.1＞B≧－0.1 1 27 1 0 29
－0.1＞B 0 25 17 0 42
小計 1 52 18 0


















RSM 培 地 と カ ゼ イ ン 分 解 物 を 添 加 し た
Lactobacillus 属乳酸菌のなかでは Lb. acidophilus
と Lb. paracasei の⚒株は RSM 培地での培養 10 時
14 栃 原 孝 志・他 15カゼイン分解物添加RSM培地を利用した生乳由来乳酸菌の分離










M15-005 MRS 15℃ Enterococcus sp. LC463226
M15-033 MRS 15℃ Lactobacillus casei/paracasei/rhamnosus LC463227
M15-035 MRS 15℃ Lactobacillus casei/paracasei/rhamnosus LC463228
M15-068 MRS 15℃ Enterococcus faecalis LC463229
M15-070 MRS 15℃ Lactobacillus paracasei/casei/rhamnosus LC463230
M15-073 MRS 15℃ Lactobacillus rhamnosus/paracasei/casei LC463231
M15-082 MRS 15℃ Lactobacillus rhamnosus/casei/paracasei LC463232
M15-104 MRS 15℃ Lactobacillus paracasei/rhamnosus/casei LC463233
M15-137 MRS 15℃ Lactobacillus paracasei/casei/rhamnosus LC463234
M30-001 MRS 30℃ Lactobacillus rhamnosus/casei/paracasei
M30-012 MRS 30℃ Lactobacillus rhamnosus/casei/paracasei LC463254
M30-013 MRS 30℃ Streptococcus lutetiensis
M30-077 MRS 30℃ Lactobacillus rhamnosus/casei/paracasei LC463235
M30-084 MRS 30℃ Lactococcus lactis
M30-094 MRS 30℃ Lactobacillus rhamnosus/casei/paracasei LC463236
M30-118 MRS 30℃ Lactobacillus rhamnosus/casei/paracasei
M30-139 MRS 30℃ Enterococcus faecalis
M30-145 MRS 30℃ Lactococcus lactis LC465154
M30-175 MRS 30℃ Enterococcus faecalis
M30-179 MRS 30℃ Enterococcus faecalis
R30-105 Rogosa 30℃ Lactobacillus casei/paracasei
M45-001 MRS 45℃ Lactobacillus helveticus/gallinarium LC463237
M45-004 MRS 45℃ Lactobacillus casei/paracasei/rhamnosus LC463238
M45-009 MRS 45℃ Lactobacillus casei/paracasei/rhamnosus LC463239
M45-021 MRS 45℃ Lactobacillus rhamnosus/casei/paracasei LC463240
M45-024 MRS 45℃ Lactobacillus helveticus/gallinarium LC463241
M45-025 MRS 45℃ Lactobacillus casei/paracasei/rhamnosus LC463242
M45-032 MRS 45℃ Enterococcus faecalis LC463243
M45-050 MRS 45℃ Lactobacillus rhamnosus/casei/paracasei LC463244
M45-059 MRS 45℃ Lactobacillus rhamnosus/casei/paracasei LC463245
M45-062 MRS 45℃ Lactobacillus rhamnosus/casei/paracasei LC463246
M45-067 MRS 45℃ Lactobacillus casei/paracasei/rhamnosus LC463247
M45-070 MRS 45℃ Lactobacillus casei/paracasei/rhamnosus LC463248
M45-073 MRS 45℃ Lactobacillus casei/paracasei/rhamnosus LC463249
M45-075 MRS 45℃ Lactobacillus casei/paracasei/rhamnosus LC463250
M45-088 MRS 45℃ Lactobacillus casei/paracasei/rhamnosus LC463251
M45-107 MRS 45℃ Lactobacillus helveticus/gallinarium LC463252
M45-121 MRS 45℃ Lactobacillus helveticus/gallinarium LC463253
＊ 1，相同値 99％以上を示した菌種を推定菌種とした。複数の菌種が記載されている場合はスコア値が高く出たもの
から順に示した。























46 株で推定菌種が得られた 39 株中，29 株，約 74％
が Lactobacillus 属乳酸菌であった。このうち Lb.
casei，Lb. paracasei または Lb. rhamnosus とされた





























製 造 に 関 与 す る タ ン パ ク 質 分 解 性 の 強 い
Lactobacillus 属乳酸菌のスクリーニングにおいて
有用なものと考えれらた。
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Abstract
In the present study, we aimed to identify lactic acid bacteria with the proteolytic activity useful for
manufacturing dairy products. To achieve this goal, we investigated whether the addition of casein degradation
products, such as casamino acids and peptone, affects the growth of various lactic acid bacteria in reconstituted
skim milk (RSM) medium and then attempted to identify lactic acid bacteria growing equally well in RSMmedium
regardless of the presence or absence of casein degradation products, using lactic acid bacteria strains isolated
from rawmilk. We tested a total of 12 commercially available lactic acid bacteria of the genus Lactobacillus (n = 7),
the genus Leuconostoc (n = 3), the genus Lactococcus (n = 1), and Streptococcus (n = 1), and found 8 Lactobacillus
and Streptococcus species showed no differences in growth in 10 h of culture in RSM medium with casein
degradation products versus without casein degradation products. Meanwhile, the other four bacterial species
grew faster in RSM medium supplemented with casein degradation products than RSM medium. Because all
strains of genus Lactobacillus used in this study showed no differences between the growth rate in RSM medium
and that in RSM medium supplemented with casein degradation products, we investigated the growth
characteristics of bacterial isolates in these culture media to identify lactic acid bacteria of the genus Lactobacillus
with potent proteolytic activity. We compared growth rates of lactic acid bacteria isolates (n = 659) in RSM
medium and casamino acid-supplemented RSM medium. Forty-six strains with no difference between the growth
rates in the two media were selected and subjected to 16S rRNA gene sequencing for species identification.
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Consequently, 29 Lactobacillus strains, 6 Enterococcus strains, 2 Lactococcus strains and one Streptococcus strain
were identified. These results suggest that lactic acid bacteria of the genus Lactobacillus can be efficiently isolated
from raw milk using RSM medium supplemented with casein degradation products.
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